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【要約】 
 
Epstein-Barr virus positive gastric cancer involves  
enhancer activation through ATF3 
（Epstein-Barrウイルス陽性胃癌における 
ATF3 を介したエンハンサー活性化の関与） 
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1 背景及び目的 
  胃癌は癌による死亡原因の第 2 位であり，2018 年には全世界で約 78 万人が胃癌に
よって死亡している 1。たばこや塩分の過剰摂取だけでなく Helicobacter pylori感染
や Epstein-Barr virus（EBV）感染も胃癌の原因因子として知られており 2, 3，興味深
いことに EBV陽性胃癌は全世界に分布し，約 7-16%の頻度で認められる 3, 4。 
  これまでに我々は EBV陽性胃癌の原因メカニズムの一つとして，遺伝子プロモー
ター領域の異常高メチル化及びこれによる癌抑制遺伝子のサイレンシングを報告し
た 5, 6。さらに，in vitro 実験において EBV感染後にエンハンサー領域の異常活性化
が認められ，癌遺伝子の発現制御に関与している可能性を報告した 7。しかし，DNA
メチル化による遺伝子サイレンシングに比べて，エンハンサーの異常活性化と関連
した遺伝子発現制御の詳細なメカニズムは不明な点が多い。 
  そこで本研究では，EBV感染後に活性化するエンハンサーに関与する転写因子を
同定することを目的として研究を行った。 
 
2 材料及び方法 
  実験には低メチル化胃癌細胞MKN7 及び EBV感染MKN7 細胞，EBV陽性胃癌細
胞である NCC24 細胞及び SNU719 細胞を用いた。 
  まず，MKN7 細胞において EBV感染前後で FAIRE-seq 及び H3K4me3、H3K4me1
及び H3K27ac の ChIP-seq データをゲノム網羅的に解析し，活性化エンハンサー領域
を抽出した。更に，活性化エンハンサー領域のモチーフ解析及び RNA-seq の統合解
析によって候補転写因子を抽出した。また，EBV感染因子の強制発現によって候補
転写因子の発現が上昇することを確認した後，候補転写因子の ChIP-seq 及びノック
ダウン条件下の RNA-seq との統合解析によって，候補転写因子の下流標的遺伝子群
を同定した。これらの遺伝子群について Cancer Hallmark 解析を実施してその特徴を
解析した。EBV感染 MKN7 細胞及び，他の EBV陽性胃癌細胞株である NCC24 及び
SNU719 細胞を用いて ATF3 をノックダウンし，WST-8 アッセイ及び Caspase 3/7 ア
ッセイによる機能解析を実施した。 
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3 結果 
3.1 EBV感染MKN7細胞における活性化エンハンサーの抽出 
H3K4me3 のピークが見られる領域をプロモーター領域，H3K4me3 のピークが無く
H3K4me1 のピークが見られる領域をエンハンサー領域として，FAIRE のピーク分布
を解析した。EBV 感染 MKN7 細胞において，52,850 の FAIRE のピークが検出され，
19,992 のピークがエンハンサー領域に分布していた。更に，10,260 のピークは EBV
感染後に H3K27ac のシグナルが増加する，活性化エンハンサーであった。 
3.2 活性化エンハンサーに関与する候補転写因子の抽出 
EBV 感染後に活性化する活性化エンハンサー領域から H3K27ac シグナルの強い
3,000 カ所を選択して，転写因子結合モチーフ解析を実施した結果，最も有意な濃縮
が見られたモチーフは ATF3，JUN，JUNB，FOSL2 及び BATF などを候補とするモチ
ーフであった。RNA-seq による発現量解析の結果，これらの候補転写因子の内，ATF3
のみが EBV 感染後の MKN7 細胞で発現上昇しており，ATF3 はタンパクレベルでも
発現上昇していることが確認された。また，EBVの潜伏因子である EBNA1 の強制発
現によって ATF3 の発現が 2 倍以上増加したことから，ATF3 発現上昇の少なくとも
一部は EBNA1 によるものと考えられた。以上の解析を基に，ATF3 を候補転写因子
として詳細な解析を行った。 
3.3 ATF3結合候補領域の抽出 
ATF3 の結合領域をゲノムワイドに解析するために，シスプラチン刺激によって
ATF3を過剰発現させたMKN7細胞を用いて，ATF3のChIP-seq解析を実施した結果，
3,345 の ATF3 結合領域を見出した。これらの結合領域のうち，590 領域が EBV 感染
MKN7 細胞における活性化エンハンサー領域と一致していた。また，これらの活性化
エンハンサー領域近傍遺伝子の発現は EBV 感染後に有意に増加していたことから，
ATF3 が EBV 感染 MKN7 細胞の活性化エンハンサー領域に関連して遺伝子発現を上
昇させていることが示唆された。 
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3.4 ATF3標的遺伝子の同定 
実際に ATF3 が活性化エンハンサー領域に関連して発現上昇させている遺伝子を同
定するために，EBV 感染 MKN7 細胞を用いて ATF3 をノックダウンして発現低下す
る遺伝子を抽出した。活性化エンハンサー近傍の 659 遺伝子のうち，96 遺伝子が ATF3
ノックダウンにより発現低下したため，これらの遺伝子群が ATF3 標的遺伝子と考え
られた。実際に，GSEA 解析によってこれらの遺伝子群の発現を MKN7 細胞の EBV
感染前後で比較したところ，ATF3 標的遺伝子群は EBV 感染 MKN7 細胞で有意に発
現上昇していることが確認された。また，EBV陽性胃癌細胞 NCC24 及び SNU719 細
胞における ATF3 ノックダウン実験及び RNA-seq 解析から，MKN7 細胞で見出した
これらの ATF3 標的遺伝子群は NCC24 及び SNU719 細胞においても同様に ATF3 標
的遺伝子群であると考えられた。EBV感染 MKN7 細胞で特に発現上昇が顕著な 30 遺
伝子について Cancer Hallmark 解析を実施したところ，細胞死回避や細胞増殖に関連
する機能を有する遺伝子群でることが明らかとなった。 
3.5 EBV陽性胃癌細胞における ATF3ノックダウンの影響 
  ATF3 が実際に EBV陽性胃癌細胞における細胞増殖及び細胞死回避に関与してい
ることを確認するために EBV感染 MKN7 細胞，NCC24 細胞及び SNU719 細胞を用
いて，ATF3 ノックダウンによる細胞増殖率及びアポトーシス頻度を解析したとこ
ろ，全ての EBV陽性胃癌細胞において ATF3 ノックダウンによって細胞増殖率の低
下及びアポトーシスの誘導が認められた。 
4 考察及び結論 
  本研究では ATF3 が EBV陽性胃癌細胞において細胞増殖及び細胞生存を正に制御
していることを示した。ATF3 は様々な刺激によって誘導され，癌遺伝子としてだけ
でなく，癌抑制遺伝子としても機能することが知られている。ATF3 の機能は細胞の
種類によって異なり，例えば肺癌細胞や大腸癌細胞ではアポトーシスを誘導するの
に対し，前立腺癌細胞や乳癌細胞では癌の転移に関わる遺伝子の発現を増加させる
ことで転移を促進することが報告されている 8。本研究では胃癌上皮細胞において
EBV感染によって発現上昇した ATF3 が異常活性化したエンハンサーと関連して，
4/4 
 
細胞増殖及び細胞死回避に関連する遺伝子群を正に制御していることを示した。さ
らに，ATF3 のノックダウンによって EBV感染 MKN7 細胞だけでなく NCC24 細胞
や SNU719 細胞といった他の EBV陽性胃癌細胞でも細胞増殖が低下し，アポトーシ
スの誘導が認められた。 
  以上，本研究によって，EBVが胃上皮細胞に感染した際の活性化エンハンサーに
関与して細胞増殖に寄与する転写因子として ATF3 を同定した。 
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